


















Työn kirjallisessa osassa käsitellään glukuronidaation merkitystä lääkeaineiden metaboliassaja glukuronidaatioreaktion tutkimista in vitro. Sekä koejärjestelyitä että tavallisimpia
tutkimuksissa käytettäviä analyyttisiä menetelmiä esitellään. Myös kirjallisuudessa
esiintyneitä tietoja UDP-glukuronosyylitransferaasi alatyyppien substraattispesifisyydestä ja
rakenne-aktiivisuussuhteista käydään läpi. Lopuksi tarkastellaan kvantitatiivista
ohutkerroskromatografiaa j a siinä huomioitavia tekijöitä.
Työn kokeellisessa osassa kehitettiin ja validoitiin korkean erotuskyvyn
ohutkerroskromatografinen menetelmä UDP-glukuronosyylitransferaasi aktiivisuuden
mittaamiseksi in vitro käyttäen p-nitrofenolia substraattina. Kvantitoinnissa käytettiin
referenssiaineena kaupallista p-nitrofenyyli-B-o-glukuronidia. Menetelmää sovellettiin myös
uusien Parkinsonin taudin hoitoon tarkoitettujen COMT estäjien entakaponin ja tolkaponin
sekä eräiden muiden nitrokatekolien glukuronidaatiokinetiikan määrittämiseen kreosootilla
käsiteltyjen rottien maksan mikrosomeissa. Referenssiaineiden puuttuessa kvantitoinnissa
hyödynnettiin radioaktiivisesti leimattua kosubstraattia, '4C-UDP-glukuronihappoa.
Merkkiaine lisättiin aina vain yhteen näytteeseen kineettisessä sarjassa ja tämä näyte toimi
standardina muiden näytteiden densitometrisessä kvantitoinnissa. Densitometrian
yhdistäminen radioaktiivisuuteen perustuvaan kvantitointiin säästi huomattavasti kallista
merkkiainetta verrattuna tavalliseen tapaan, jossa leima lisätään jokaiseen näytteeseen.
Kehitetty HPTLC menetelmä UGT aktiivisuuden määrittämiseksi p-nitrofenolin avulla
osoittautui oikeelliseksi, tarkaksi ja toistettavaksi ja se soveltuu todennäköisesti hyvin
rutiininomaisiin aktiivisuusmittauksiin. Densitometrian ja nestetuikelaskennan yhdistävä
menetelmä soveltui hyvin nitrokatekolien glukuronidaatiokinetiikan tutkimiseen ja sen
avulla määritettiin entsyymikineettiset parametrit seitsemän nitrokatekolin
glukuronidaatiolle kreosootilla käsiteltyjen rottien maksan mikrosomeissa.
Koska sekä 3- että 4-nitrokatekolin maksimaalinen glukuronidaationopeus oli noin
kaksinkertainen verrattuna p-nitrofenoliin, arveltiin, että katekolit voivat periaatteessa olla
hyviä substraatteja UGT:eille ja että kaikkien disubstituoitujen katekolien selvästi pienempi
alttius glukuronidoitua johtui niiden sivuketjuista. Nitroryhmä katekolien vieressä huononsi
yhdisteen affiniteettia UGT:hen mahdollisesti sen aiheuttaman steerisen esteen vuoksi, kun
taas yhdisteen lipofiilisyyden lisäys näytti hieman lisäävän affiniteettia. Tolkaponi ei
osoittautunut huonommaksi UGT substraatiksi kuin entakaponi, joten sen hitaampaa
eliminoitumista in vivo ei voitu selittää glukuronidaatiokinetiikan avulla. Sen sijaan suurilla
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